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Le OBP (Odorant Binding Protein) sono proteine solubili a basso peso molecolare in grado 
di legare reversibilmente molecole organiche. Esse sono presenti in elevate concentrazioni 
nella mucosa nasale dei vertebrati e nella linfa sensillare degli insetti, i liquidi biologici che 
costituiscono l’ambiente acquoso nel quale sono immerse le terminazioni dendridiche dei 
neuroni sensoriali. Nonostate numerose OBP siano state caratterizzate sia dal punto di vista 
strutturale che per la loro capacita’ di legare odori e feromoni, la loro funzione specifica non  
è ancora del tutto chiarita. Tuttavia, studi recenti hanno dimostrato che le OBP sono 
essenziali per la percezione ed il riconoscimento di odori e feromoni negli insetti. Per 
questo, tali proteine costituiscono un target interessante nel controllo di popolazioni di 
insetti dannosi in agricoltura o portatori di malattie per l’uomo.  
Esistono tuttavia insetti utili, il miglior esempio dei quali e’ rappresentato dalle api. In tal 
caso, una migliore conoscenza del loro sistema di comunicazione chimica puo’ suggerire 
azioni mirate alla protezione di queste specie. Il presente lavoro di tesi ha preso in 
considerazione 6 delle 21 OBP presenti nel genoma di Apis mellifera. Queste proteine sono 
state espresse in mezzi batterici, ottenendo in tutti i casi buone rese (20-40 mg/L), sufficienti 
per uno studio biochimico delle proteine stesse. Le sei OBP erano tutte presenti come corpi 
di inclusione, per cui e’ stato necessario solubilizzarle con un trattamento denaturante, per 
poi riottenerle in forma attiva. La purificazione delle proteine e’ stata realizzata mediante 
una serie di passaggi cromatogafici, utilizzanti resine a scambio ionico e gel filtrazione. Le 
proteine purificate sono state poi utilizzate per la preparazione di anticorpi policlonali, con i 
quali sono stati effettuati saggi di Western-blot sulle diverse caste e parti del corpo. Una 
delle OBP, che e’ risultata presente nelle antenne di tutte le caste, ma non in altre parti del 
corpo, e’ stata anche utilizzata in esperimenti di binding con diverse molecole organiche, 
potenziali semiochimici dell’ape. E’ stata osservata una buona specificita’ verso molecole di 
strutture simili a terpenoidi ed una forte dipendenza da parametri stereochimici dei ligandi. 
Questo lavoro rappresenta un contributo alla caratterizzazione del repertorio completo delle 
OBP nell’ape con l’obiettivo di comprendere in che misura il riconoscimento degli odori e’ 
legato alla struttura delle OBP. 
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Gli insetti sociali 
 
Gli insetti sociali sono definiti per la loro suddivisione in caste riproduttive (Wilson ,1971). 
La definizione generale di eusocialtà (Michener,1969; Wilson, 1971) fu adottata per la 
prima volta da Batra (1966), viene considerata eusociale una colonia nella quale i singoli 
membri allevano in comune la prole, presentano una divisione del lavoro di tipo riproduttivo 
(con individui fertili ed altri sterili che aiutano i primi a riprodursi) con una sovrapposizione 
di generazioni (in poche parole i figli rimangono assieme ai genitori).  
Un simile complesso di caratteristiche lo si ritrova solo in pochi ordini di insetti, quali 
Imenotteri (formiche, api e vespe) e Isotteri (termiti).  
I membri delle colonie di insetti sociali sono parenti e generalmente esiste una regina e la 
sua progenie rappresentata dai maschi e dalle operaie; queste ultime non sono riproduttive si 
prendono cura dei più giovani e del nido in generale.  
La maggior parte degli insetti eusociali comprese le formiche, le api e le vespe sono 
aplodiploidi; questa particolarità è conferita dal fatto che le femmine, quindi regina e operaie 
sono dotate di un normale genoma diploide, diversamente dai maschi che sviluppandosi da 
un uovo non fecondato presentano un genoma apolide, con un singolo allele per locus. 
 
 
Le Api come insetti sociali 
 
La famiglia delle Apidae è una famiglia estremamente ampia e comprende diversi generi tra 
cui quello Apis; le specie appartenenti a questo genere sono nove ma solo due sono 
generalmente allevate dall'uomo, Apis mellifera e Apis cerana. Le api appartenenti a questo 
genere sono classificate tutte come insetti sociali anche se si pensa che abbiano sviluppato 
indipendentemente questo comportamento, mostrando notevoli differenze per esempio nella 
comunicazione fra le operaie. 
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Esiste, tuttavia anche una specie di api solitarie appartenente però al genere Xylocopa, 
comunemente nota come ape legnaiuola (X. Violacea), vista l’ abitudine delle femmine a 
scavare gallerie nel legno morto per stipare il miele e allevare le larve. 
Tutte le api, sociali o solitarie che siano, si alimentano di nettare e giocano un’ importante 
ruolo nell’impollinazione delle piante da fiore.  
 
 
Apis mellifera 
 
Apis mellifera è comunemente nota come ape europea o occidentale. Il suo ciclo vitale 
comincia nel tardo inverno, quando la regina depone le uova nelle singole celle dell’alveare. 
Se l’uovo deposto verrà fecondato allora  questo evolverà in un’ ape operaia (femmina), 
altrimenti darà  vita ad un fuco (maschio).  
La regina è l’ape più grande dell’alveare e il suo compito è di fondamentale importanza per 
Famiglia Apidae 
Genere Apinae 
Specie Apis mellifera 
 Apis florea 
 Apis dorsata 
 Apis cerana 
 Apis nigrocicta 
 Apis 
koschevnikovi 
 Apis adreniformis 
 Apis nulensis 
 Apis laborosa 
Fig.1: classificazione scientifica del genere delle Apinae 
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assicurare la coesione nel nido, oltre ovviamente a deporre le uova fecondate per dare 
origine a molte operaie capaci di seguire lo sviluppo delle larve; questo è possibile perchè le  
femmine dell’alveare producono da particolari ghiandole la gelatina reale ricca di zucchero 
e secrezioni, cibo di altissima qualità  prodotto in grande quantità (Haydak,1943).  
La maggior parte delle uova deposte sono fecondate, solo poche non fecondate sono deposte 
in celle leggermente più grandi.  
Per due giorni tutte le larve vengono alimentate con la gelatina, dopodiché le larve dei fuchi 
e delle operaie ricevono principalmente miele e polline, a differenza delle larve delle regine 
che continuano ad essere nutrite con gelatina reale.  
Ciascuna larva, accrescendosi, subisce 5 mute; quindi la sua cella viene chiusa con un 
opercolo di cera, e la larva racchiusa all'interno si tesse un sottile bozzolo nel quale si 
impupa. La pupa subisce una metamorfosi completa, ed infine taglia l'opercolo della cella 
con le proprie mandibole per sfarfallare come giovane ape.  
Il tempo di sviluppo per ciascuna casta è standardizzato, grazie alla termoregolazione nell' 
alveare e le larve destinate a formare le future regine si impupano dopo 15-16 giorni di vita; 
quelle che sono destinate e diventare operaie subiscono la prima metamorfosi a circa 21 
giorni, mentre i maschi non si impupano prima di avere raggiunto i 24 giorni di vita. 
I membri dell’alveare sono divisi, quindi in tre caste: la regina, le operaie e i maschi. 
Ovviamente ognuna di queste caste svolge un compito ben preciso; le operaie svolgono ruoli 
diversi in base all’età, caratteristica definita come polietismo temporale, secondo il quale le 
giovani operaie restano nel nido, crescendo rimpiazzano le operaie anziane e sono a loro 
volta rimpiazzate da quelle più giovani. I maschi hanno l’ unico compito di fecondare la 
nuova regina e accoppiandosi in volo muoiono immediatamente dopo la fecondazione 
(Ribbands,1953; Chauvin, 1968; Michener, 1974). 
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La chemiorecezione negli insetti 
 
La chemiorecezione fa riferimento tanto all’ olfatto quanto al gusto. Generalmente gli 
stimoli olfattivi sono originati da molecole volativi, mentre quelli gustativi sono originati da 
molecole solubili  in acqua che agiscono direttamente tramite contatto.  
Come largamente noto negli insetti la comunicazione sia intra che interspecifica ed il 
riconoscimento dipendono largamente dall’olfatto (Kaissling, 1987) e tra le diverse e 
molteplici sostanze a cui questi organismi rispondono, si fa spesso riferimento a segnali 
chimici, noti come feromoni e allochimici.  
 
I feromoni (dal greco fero "portare" e hormon "eccitare") sono messaggeri chimici attivi tra 
individui della stessa specie, prodotti per indurre la comunicazione delle informazioni 
relative alla ricezione sessuale, per fornire una risposta ad un pericolo, per potersi orientare 
nella ricerca del cibo, ma anche per riuscire a mantenere la divisione gerarchica tipica degli 
insetti sociali (Birch, 1974). Generalmente un feromone è costituito da un insieme di 
composti chimici prodotti in specifiche proporzioni (Starrat et al., 1979; Linn and Roelofs, 
1989; Tumlinson et al.1989,1994), maggiormente rappresentati da piccole molecole 
organiche, idrofobiche e volatili, captate anche su lunghe distanze (Wilson, 1970; Kennedy, 
1983); esistono tuttavia, anche altri semiochimici che non essendo volatili  richiedono 
contatto diretto (feromoni da contatto), di questi fanno parte gli idrocarburi cuticolari.  
 
Gli allochimici sono messaggeri chimici attivi anche tra specie diverse, comprendono 
allomoni, cairomoni e sinomoni (Brown, 1970).  
Gli allomoni sono messaggeri chimici emessi allo scopo di portare un vantaggio allo stesso 
individuo che li emette, hanno generalmente funzione difensiva come repellenti o deterrenti 
per il nutrimento.  
I cairomoni sono favorevoli esclusivamente per la  specie che li riceve,  poichè agiscono da 
stimolanti per gli ovopositori e per il nutrimento, sono prodotti dalla pianta che in questo 
modo indirizza su di se gli insetti fitofagi (Bernays e Chapman, 1994; Bernays, 1995).  
I sinomoni danno beneficio sia a chi li emette che a chi li riceve, l’esempio più classico è 
rappresentato dagli insetti che prendono nutrimento e altre risorse dalla pianta, lasciando 
loro il beneficio di essere impollinate. 
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Tra i diversi taxa in cui l’ accoppiamento è mediato da feromoni, gli attraenti sessuali sono 
stati identificati  in più di 1600 specie di insetti appartenenti a più di 90 famiglie, per adesso 
i lepidotteri rappresentano la specie più largamente studiata (Butenandt et al., 1959; Karlson 
and Butenand, 1959; Kasang et al. 1978; Kaissling, 1979;Evans,1984; Evans, 1984; 
Tumlinson, 1988; Lofstedtand an Kozlov, 1997; Arn et al. 1999; Ando et al.2004). I 
feromoni sessuali dei lepidotteri si ritrovano in una classe chimica abbastanza omogenea che  
include catene lineari di alcoli, aldeidi e acetati a 10-20 atomi di carbonio, con uno o due 
legami insaturi, tra i feromoni di questa specie, sono stati identificati anche idrocarburi ed 
epossidi. Diversamente, altri insetti che usano una gran varietà di sostanze chimiche come γ-
lattoni, chetoni, composti terpenoidi, fenolici e derivati di amminoacidi e alcaloidi (Bierl et 
al., 1970; Leal, 1998; Leal et al.,1999; Jurenka et al., 2003). In ogni caso queste sostanze 
possono essere prodotte de-novo in ghiandole specializzate oppure da modificazioni di 
composti normalmente presenti nella dieta, come gli acidi grassi (Birch and Haynes,1982; 
Roefols and Bjostad et al., 1987; Morse and Meighen, 1987; Jurenka and Roelofs, 1993). 
Negli insetti sociali la comunicazione fra individui della stessa colonia mediata da segnali 
chimici, rappresenta una sorta di linguaggio complesso. Infatti, la regina delle api 
domestiche (Apis mellifera), produce feromoni  capaci di svolgere diverse funzioni, come 
attirare a se le operaie, inibire la riproduzione delle stesse e regolare molti aspetti della vita 
nell’alveare, ma anche necessari a richiamare i maschi durante l’accoppiamento in volo 
(Free, 1987; Winston and Slessor, 1998).  
 
Le mandibole della regina rappresentano la più importante fonte di feromoni producono, 
infatti  l’acido (E)-9-oxodec-2-enoico (9-ODA) che rappresenta il feromone di 
identificazione  più antico e capace di svolgere le più importanti funzioni, quali l’inibizione 
fisiologica dello sviluppo ovarico nelle api operaie ed il richiamo del maschio. I fuchi, infatti 
sono molto più sensibili a questo composto rispetto alle operaie, probabilmente perché dotati 
di un maggior numero di neuroni sensori al quale rispondono in maniera specifica (Danty et 
al., 1999; Altner et  al., 1972). Insieme al 9-ODA, l’ acido (E)-9-idrossidec-2-enoico (9-
HDA), rappresenta il composto maggiormente coinvolto nelle modifiche comportamentali 
indotte dalla regina (Free, 1987). La miscela di feromoni maggiormente conosciuta è 
costituita da 9-ODA e 9-HDA unitamente al metil p-hydrossibenzoato (HOB) and 4-idrossi-
3-metossifeniletanolo (HVA). 
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Le regine vergini producono quantità significativamente minori di 9-HDA e HOB e quantità 
praticamente irrilevanti di HVA, infatti non sono dotate delle stesse capacità attrattive nei 
confronti di maschi e operaie quanto lo sono le  regine fecondate (Kelling et al., 2003)  
 
Recentemente sono stati identificati nuovi composti prodotti da altre ghiandole della regina, 
metil oleato, coniferil alcohol e acido linoleico (fig. 2), capaci di svolgere la funzione di 
attraenti sessuali solo in presenza del 9-ODA e del 9-HDA, ovvero quei semiochimici 
prodotti escusivamente dalla mandibola delle regine (Keeling et al., 2003). 
 
 
 
(a)  
 
(b)  
(c) 
 
 
Recenti studi hanno riscontrato produzione di feromoni anche da parte delle operaie adulte, 
l’ etil oleato viene sintetizzato de novo e presente in alta concentrazione nel corpo delle api, 
agisce da fattore inibitorio infatti è capace di ritardare l’età d’ inizio della ricerca del cibo 
nelle operaie stesse (Leoncini et al., 2004).  
 
I feromoni di allarme rappresentano un’altra importante categoria di semiochimici, sono 
prodotti in grandi quantità e generalmente non sono specie-specifici (Birch, 1974), si tratta 
di solito di piccole molecole volatili di 5-10 carboni (Vander Meer et al., 1998) come i 
chetoni e le aldeidi rilasciate dalla mandibola e dalla ghiandola frontale di Dufour (Blum, 
Fig.2: feromoni Apis mellifera, E-coniferil alchol(a), acido linoleico(b), metil oleato(c) 
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1969; Kungler,1979; Prestwich, 1979). 
Tutte le specie di api usano i feromoni d’allarme che sono prodotti esclusivamente dalle 
operaie quando ricoprono il ruolo di sentinelle. Tra i feromoni d’allarme dell’Apis mellifera, 
è stato ritrovato l’isopentilacetato che incrementa l’attitudine al volo (Wager and Breed, 
2000), mentre un insieme di composti chimici quali isopentil acetato, butil acetato, 1-
etanolo, 1-butanolo, 1-ottanolo, etil acetato e 2-nonanolo, sono necessari per richiamare le 
api all’interno dell’alveare; un’ altra miscela composta da isopentil acetato, 1-etanolo, ottil 
acetato, n-pentil acetato, butil acetato svolge l’importante ruolo di aumentare la risposta agli 
oggetti in movimento. 
 
 
 
Anatomia degli organi olfattivi negli insetti 
 
Gli organi di senso degli insetti nella maggior parte dei casi sono organizzati in sensilli, 
ovvero piccoli organuli presenti soprattutto in organi specializzati quali antenne, tarsi e palpi 
labiali, ma a volte distribuiti in altre parti del corpo. In base alla funzione che svolgono 
possono essere divisi in meccanosensori, chemiosensori, termosensori o igrosesensori. 
Possono avere forme molto diverse, sottili e allungati come capelli oppure schiacciati come 
delle placche; sulla base dell’aspetto esterno, i sensilli vengono classificati in dieci diversi 
tipi: ampullacei, basiconici, campaniformi, coleoconici, chetici, placoidei, scolopidei, 
squamiformi, stiloconici e tricoidei (Snodgrass, 1926,1935; Schneider, 1964).  
Questi organi di senso sono tipicamente strutturati come complessi oligocellulari che 
consistono di uno o più neuroni sensori bipolari con differente specificità e tre cellule 
ausiliarie tecogene, tricogene e termogene (Steinbrecht 1997, 1999), che circondano il corpo 
cellulare e svolgono un’ importante funzione ontogenica nello sviluppo dell’apparato 
cuticolare del sensillo stesso (Ernst, 1969); il numero di neuroni olfatti per ogni sensillo può 
variare molto in base alla specie, da un paio fino a 20 come accade per la cavalletta. Ogni 
neurone olfattivo proietta l’assone al cervello e il dendride all’interno della cavità sensillare, 
cavità nella quale è presente un liquido extracellulare definito linfa sensillare, che confina con 
la parete cuticolare e che contiene alta concentrazione di proteine sintetizzate e degradate 
dalle cellule ausiliare I neuroni olfattivi adulti proiettano i loro assoni  nei lobi antennali 
localizzati nel cervello (Hildebrand, 1996; Hansson et al., 2003), mentre nelle larve si 
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poiettano in una zona diversa del cervello ma comunque omologa al lobo antennale degli 
adulti (Kent e Hildebrand, 1987; Pyton e Stocker, 2002). 
  
I sensilli sono rivestiti da una cuticola che può essere singola o doppia, ma in qualunque caso 
è sempre dotata di pori necessari per poterla rendere  permeabile alle molecole odorose; 
infatti, le molecole stimolanti sono prima assorbite sulla superficie del sensillo per poi 
giungere nella parte interna (Steinbrech, 1992,1997,1999).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esistono due diversi tipi di pori cuticolari (Streinbrecht, 1969), il primo è il sistema poro-
tubulo del sensillo a singola parete multiporo ed il sistema canale del sensillo multiporo a 
doppia parete. Entrambi seguono il passaggio delle molecole odorose attraverso la parete con 
la minima perdita di acqua dal lumen.  
I sensilli possono essere molto diversi in base allo stimolo che decodificano; distinguamo 
sensilli tricoidei e chetici (Schneider e Steinbrech, 1968), che presentano dimensioni diverse 
Cuticola
Dendride
Linfa sensillare
Cell termogena
Cell tricogena
Cell recettorialeAssone
Glia
Cell tecogena
Cell epiteliale
Sensillo
campaniforme
Sensillo gustativo
Sensillo olfattivo
Fig.3: Schema rappresentativo del sensillo di insetto. a e b rappresentano le sezioni 
longitudinali di un sensillo gustativo (a) e di un sensillo olfattivo (b). In tutti i casi, un 
astuccio cuticolare racchiude i dendriti dei neuroni protetti da una linfa sensillare. Alla 
base sono presenti le tre cellule ausiliarie. 
12 
INTRODUZIONE 
 
in relazione alla diversa intensità dello stimolo che ricevono, essi sono dislocati su tutta la 
superficie dell’antenna e percepiscono stimoli di tipo meccanico. Distinguiamo, poi sensilli 
basiconici e coeloconici anche in questo caso di dimensione variabili, che decodificano 
stimoli di tipo chimico. I sensilli basiconici presentano due varianti strutturali e funzionali: 
con un solo poro apicale (chemiorecezione di contatto) e con molti pori (chemiorecezione a 
distanza); esistono infine sensilli campaniformi che sono termorecettori (Merivee et al. 2003) 
capaci di rilevare le fluttuazioni di temperatura. 
Nei maschi di Apis mellifera sono particolarmente abbondanti i sensilli placoidei distribuiti 
generalmente sull’intero flagello antennale. 
Ricerche di elettrofisiologia hanno rivelato che i recettori dei sensilli placoidei rispondono ad 
una varietà di odori di piante e fiori così come anche ai feromoni dell’ape (Lacher e 
Schneider, 1963; Esslen e Kaissling, 1976; Vareschi, 1971). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le proteine solubili della chemiorecezione 
 
Negli insetti, così come nei vertebrati molecole odorose e feromoni incontrano le proteine 
solubili sulla strada per giungere ai recettori di membrana. Lo spazio perirecettoriale infatti è 
ricco di una fase acquosa, nei vertebrati si tratta di muco nasale, negli insetti la linfa 
Fig. 4: ingrandimento dell'antenna di ape operaia, appare evidente la presenza di 
sensilli placoidei solo sulla parte distale del flagello (ingrandimento 360x). 
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sensillare. 
Piccole proteine solubili estremamente concentrate in questa regione, sono capaci di legare 
reversibilmente odori e feromoni. Tutti gli stimoli chimici devono interagire con una gran 
quantità di queste proteine che possono sempre modulare e modificare il messaggio chimico 
d’origine (Pelosi, 1994,1996, 1998, 2001; Pelosi e Maida,1995; Steinbrecht, 1998; Tegoni et 
al.2000, Wanner et al., 2004). 
Le proteine deputate alla chemiorecezione sono perciò presenti sia nei vertebrati che negli 
insetti ed anche se la funzione svolta resta sostanzialmente identica, differiscono 
notevolmente dal punto di vista strutturale. Infatti nei vertebrati le proteine leganti gli odori 
(OBP) fanno parte di una superfamiglia di lipocaline (Flower, 1996), di natura acida ripiegati 
in domini β-sheet per dare origine alla tipica struttura a barile-β. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Negli insetti esistono due grandi classi di polipeptidi identificati nella linfa dei chemiosensilli: 
OBP(odorant binding protein) e CSP (chemiosensory protein). Queste due famiglie come le 
OBP dei vertebrati, sono di piccola taglia ed hanno generalmente un basso punto isoelettrico 
ma sono altamente concentrati negli spazi perirecettoriali.  
Comunque le sequenze amminoacidiche e la struttura tridimensionale sono molto differenti 
tra queste tre famiglie proteiche. Infatti negli insetti, sia le OBP che le CSP hanno 
maggiormente domini α-eliche. 
Le OBP di insetto hanno una struttura molto compatta grazie alla presenza di tre ponti 
disolfuro intercatena che connettono sei cisterne, il dominio conservato delle proteine 
appartenenti a questa famiglia. Anche le CSP hanno una struttura compatta sebbene abbiano 
solo quattro cisterne conservate che formano due piccoli loop tra residui adiacenti. 
Fig.5: Struttura tridimensionale delle OBP di vertebrato (c), OBP di insetto(b) e CSP (c) 
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Le OBP negli insetti 
 
La prima OBP di insetto è stata scoperta agli inizi degli anni ottanta, nella falena gigante 
Antherea polyphemus (Vogt e Riddiford, 1981). Questa proteina chiamata PBP, ovvero 
pheromone binding protein, ha un punto isoelettrico di circa 4,2 ed è lunga 142 amminoacidi, 
la dimostrazione dell’affinità di legame questa proteina a composti specifici è stata ottenuta 
mediante l’uso di esadecadienil acetato marcato radioattivamente. 
Successivamente sono state ritrovate molte proteine simili nella sequenza amminoacidica in 
diverse specie di lepidotteri ed assegnate quindi alla stessa famiglia. 
Confrontando la sequenza amminoacidica, infatti le proteine sono state suddivise in diverse 
sottoclassi, le PBPs, le general odorant binding protein (GOBP1 e GOBP2) (Vogt et al., 1991) 
e le ultime ritrovate nelle antenne dei lepidotteri chiamate ABPX  (Krieger et al., 1996). Tutte 
in qualunque caso fanno parte della grande famiglia delle OBPs. 
 
I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Inizialmente lo studio delle OBP fu limitato ai lepidotteri e ciò ha permesso una 
classificazione abbastanza semplice sulla base delle sequenze; quando diventarono poi 
Lepidoptera diptera      hymenoptera    coleoptera 
Fig. 6. Cladogramma delle 
sequenze di alcune OBP 
rappresentative dei diversi 
ordini di insetti. 
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disponibili le sequenze di  OBP di altri  insetti si notò come queste proteine potessero essere 
divergenti. 
Tutte queste proteine hanno in comune un pattern di sei cisterne in posizioni conservate in 
tutti gli ordini d’insetti, queste formando tre ponti disolfuro tra i residui 1-3, 2-5 e 4-6 
rendendo estremamente stabile la struttura proteica (Scaloni et al.,1999; Leal et al., 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Attualmente la disponibilità dei genomi di un gran numero di insetti e di recente anche di Apis 
mellifera, ha permesso l’identificazione di tutti i geni codificanti per le OBP. 
In Gen-Bank è possibile ricercare le est-sequence  che mostrano la presenza di altri membri 
nelle sottoclassi Manduca sexta e Bombix mori, questo suggerisce che questi polipeptidi 
possono essere presenti anche in altri insetti. 
Grazie al completo sequenziamento del genoma di Apis mellifera (Pennisi E., 2006; Hummon 
 
Fig. 7. Esempi di  OBPs di diversi ordini di insetti. Lepidotteri (Bombyx mori), Diptera (Drosophila 
melanogaster, Anopheles gambie); Imenotteri (Apis mellifera, Polistes dominulus, Solenopsis 
invicta); Coleotteri (Anomala osokona, Phylloperta diversa, Popilia japonica); Emitteri (Lygus 
linolearis); Ortotteri (Locusta migratoria); Dittioteri (Leucophaea maderae). Le sei cisterne 
conservate sono evidenziate in giallo. 
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A.B. 2006) è stato possibile identificare tutti i  geni codificanti per le proteine olfattive. In 
totale sono stati ritrovati 21 geni codificanti per le putative OBP, incluse cinque già note da 
studi precedenti (OBP1, OBP2, OBP4, OBP5 e OBP6). Ciò   vuol dire che le api sono dotate 
di un repertorio di OBP molto più piccolo rispetto a quello di altri insetti come D. 
melanoganster e A. gambiae, possedendo tuttavia la stessa organizzazione del genoma in 
cluster; infatti, solo tre geni (OBP1,OBP9, OBP12) sono rappresentati da singoli loci e non 
hanno nelle vicinanze altre altre sequenze codificanti per OBP. 
Il fatto che Apis mellifera sia in possesso di un minor numero di geni codificanti per le OBPs, 
suggerisce delle diverse modalità di discriminazione degli odori, dovute per esempio alla 
presenza di altre proteine trasporatrici, quali le CSP (chemiosensory protein) che negli 
imenotteri sembrano essere più specifiche per l’olfatto rispetto alle OBP (Ishida et al.,2002 ; 
Calvello et al., 2005). In secondo luogo, bisogna considerare il gran numero di recettori 
olfattivi presenti nell’ ape (Robertson et al., 2006) comparati con altre mosche (Robertson et 
al., 2003) e zanzare (Hill et al., 2002) potrebbe servire proprio per compensare la ristretta 
discriminazione effettuata dalle proteine carrier. Infine bisogna sempre tener presente che 
l’integrazione dei segnali chimici nei lobi antennali potrebbe compensare la bassa 
discriminazione compiuta nei livelli periferici. Infatti, è molto interessante notare che l’ape 
possiede dei lobi antennali estremamente sviluppati con circa 160-170 glomeruli (Galizia et 
al., 1999), che corrispondono ai 160-170 recettori olfattivi (ORs). 
La figura 8 riporta l’allineamento delle 21 sequenze delle OBP di ape (Foret et Maleszka, 
2006)., mentre le relazioni di somiglianza all’interno di questo gruppo sono rappresentate 
graficamente in figura 9. 
In genere le 21 sequenze sono molto divergenti, con percentuali di identita’ che vanno in 
genere dal 4% a circa il 50%. Solo in pochi casi sono stati ossevati gradi di identita’ molto 
alti, in particolare per le coppie 6-8, 19-20 e 18-21 con valori del 99%, 98% ed 80%, 
rispettivamente.  
Osservando il grafico di figura 9, si possono distinguere tre gruppi di OBP, due dei quali (i 
cui membri sono indicati in blu) contengono sequenze che presentano le sei cisteine del 
motivo caratteristico delle OBP, mentre le altre sequenze (in rosso) presentano solo 4 delle 
cisteine conservate e sono pu’ simili ad alcune proteine dell’emolinfa, che hanno la funzione 
di trasportare composti idrofobici (Graham LA et al., 2003). 
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AmelOBP6   ----MKGLGVSLLVALLLVLLAIEDTMSK--KMTIEEAKKTIKNLRKVCSKKNDTPKELL 54 
AmelOBP8   ----MKGLGVSLLVALLLVLLAIEDTMSK--KMTIEEAKKTIKNLRKVCSKKNDTPKELL 54 
AmelOBP19  ---------MKTIVVIFAFCICVN-------AMTIEELKIQLRDVQEICKAESGIDQQTV 44 
AmelOBP20  ---------MKTIVVIFAFCICVN-------AMTIEELKIQLHDVQEICKTESGIDQQTV 44 
AmelOBP14  ---------MKTIVLIFGFCVCVG-------ALTIEELKTRLHTEQSVCKTETGIDQQKA 44 
AmelOBP16  ---------MKTFVIIFAICVCVG-------AMTHEELKTGIQTLQPICVGETGTSQKII 44 
AmelOBP17  ---------MKTIVIISAICVCVS-------AMTLDELKSGLHTVQSVCMKEIGTAQQII 44 
AmelOBP15  ---------MKTILIISAICICVG-------ALSIKDFQNAIRMGQSICMAKTGINKQII 44 
AmelOBP18  ---------MKTFVIISAICVCVG-------ALTLEEFQIGLRAVVPICRIETSIDQQKE 44 
AmelOBP21  ---------MKTIVIISAICVCVG-------ALTLEELQIGLRAVIPVCRIDSGIDEKKE 44 
AmelOBP13  ---------MKTIIFIFAFCLVGI-------LAVSEESINKLRKIESVCAEENGIDLKKA 44 
AmelOBP5   -------MHVKSVLLLITIVTFVALKPVK--SMSADQVEKLAKNMRKSCLQKIAITEELV 51 
AmelOBP11  ----MKAAEIWLVSLYWYLILQIALVYGE--ISDIDEFREMTSKYRKKCIGETKTTIEDV 54 
AmelOBP9   --------MFKNYHFFFILVITLIF------------LYFGEADIKKDCRKESKVSWAAL 40 
AmelOBP10  ---MKYSILLSLLITCLICSPSVHCGTRP--SFVSDEMIATAASVVNACQTQTGVATVDI 55 
AmelOBP1   MASNTKQAFIYSLALLCLHAIFVN--AAP--DWVPPEVFDLVAEDKARCMSEHGTTQAQI 56 
AmelOBP4   ---------MKITIVSLLCVIYCA--------------LVHADTVAILCSQKAGFDLSDL 37 
AmelOBP3   ---------MKTIVILLFTLCIVS-------------YMMVRCDDITLCLKQENLNLDDI 38 
AmelOBP12  --------MLYNNLTIVIILIMCG-------VQNLRARSVNIFQDIADCVDRSNMTFHEL 45 
AmelOBP7   ---------MKKFLVIFVYILSVAVIIRANGINEILKIMAVSMKDIRYCIIHMGLTFKDF 51 
AmelOBP2   ---------MNTLVTVTCLLAALTVVRGIDQDTVVAKYMEYLMPDIMPCADELHISEDIA 51 
  
AmelOBP6   DGQFRG---------EFP-QDERLMCYMKCIMIATKAMKN-DVILWDFFVKNARMILLEE 103 
AmelOBP8   DGQFRG---------EFP-QDERLMCYMKCIMIATKAMKN-DVILWDFFVKNARMILLEE 103 
AmelOBP19  DDINEV---------NFDVEDEKPQRYNECILKQFNIVDE-SGNFKENIVQELTSIYLDE 94 
AmelOBP20  DDINEV---------NFDVEDEKPQRYNECILKQFNIVDE-SGNFKENIVQELTSIYLDE 94 
AmelOBP14  NDVIEG---------NIDVEDKKVQLYCECILKNFNILDK-NNVFKPQGIKAVMELLIDE 94 
AmelOBP16  DEVYNG---------NVNVEDENVQSYVECMMKKFNVVDE-NGNFNEKNTRDIVQAVLDD 94 
AmelOBP17  DDINEG---------KINMDDENVLLFIECTMKKFNVVDE-NANFNEKISSDIVRAVLND 94 
AmelOBP15  NDVNDG---------KINIEDENVQLYIECAMKKFSFVDK-DGNFNEHVSREIAKIFLNE 94 
AmelOBP18  DDFRDG---------NIDVEDEKVQLFSECLIKKFNGYDD-GGNFNEVVIREIAEIFLDE 94 
AmelOBP21  DDFRNG---------IIDVENEKVQLFSECLIKKFNAYDD-GGNFNEVVVREIAEIYLDE 94 
AmelOBP13  DDVKKG---------IFDKNDEKLACYVDCMLKKVGFVNA-DTTFNEEKFRERT-TKLDS 93 
AmelOBP5   DGMRRG---------EFP-DDHDLQCYTTCIMKLLRTFKN-GNFDFDMIVKQLEITMPPE 100 
AmelOBP11  EATEYG---------EFP-EDEKLKCYFNCVLEKFNVMDKKNGKIRYNLLKKVIPEAFKE 104 
AmelOBP9   KKMKAG---------DMEQDDQNLKCYLKCFMTKHGILDKNAEVDVQKALRHLPRSMQDS 91 
AmelOBP10  EAVRNG---------QWP-ETRQLKCYMYCLWEQFGLVDDKRELSLNGMLTFFQRIPAYR 105 
AmelOBP1   DDVDKG---------NLV-NEPSITCYMYCLLEAFSLVDDEANVDEDIMLGLLPDQLQER 106 
AmelOBP4   KSMYES---------NSEEQMKKLGCFEACVFQKLHFMDG-NTLNVEKLESGTRELTPDD 87 
AmelOBP3   DSLLED---------ESERMLRKRGCIEACLFHRLALMNDNVFDVSKFDVYLNDTDMDMD 89 
AmelOBP12  KKLRDSSEAR-IKLINEEENFRNYGCFLACIWQQTGVMNG-SELSTYNIAGIIEGQYHDD 103 
AmelOBP7   IKMQELLQEEDISEGNIKKYLTNYSCFITCALEKSHIIQN-DEIQLDKLVEMANRKNISI 110 
AmelOBP2   TNIQAA---------KNGADMSQLGCLKACVMKRIEMLKG-TELYVEPVYKMIEVVHAGN 101 
 
AmelOBP6   YIPR--VESVVETCKK-EVTSTEGCEVAWQFGKCIYENDKELYLAP-------------- 146 
AmelOBP8   YIPR--VESVVETCKK-EVTSTEGCEVAWQFGKCIYENDKELYLAP-------------- 146 
AmelOBP19  NV----IKKLVAECS--VISDANIYIRFNKLVKCFGKYKTMKEVLNL------------- 135 
AmelOBP20  NV----IKKLVAECS--VISDANIYIRFNKLVKCFGKYKTMKEVLNL------------- 135 
AmelOBP14  NS----VKQLVSDCS--TISEENPHLKASKLVQCVSKYKTMKSVDFL------------- 135 
AmelOBP16  NE----TDQLIVECS--PISDANVHIKISKIFQCFMKYKTITDILNS------------- 135 
AmelOBP17  NE----ADQLLAECS--PISDPNALIKISKILECFFKYKTINQILNS------------- 135 
AmelOBP15  NE----INQLITECS--AISDTNVHLKITKIFQCITKFKTINDILNS------------- 135 
AmelOBP18  NG----VNKLITECS--AISDADLAVKSAKLLKCIGKYKTLKEMLSG------------- 135 
AmelOBP21  NE----VNKLITECS--AISDADIHLKSSKLIKCFAKYKTLKEIMNE------------- 135 
AmelOBP13  EQ----VNRLVNNCK--DITESNSCKKSSKLLQCFIDNNLMKIFE--------------- 132 
AmelOBP5   EVVI--GKEIVAVCRN-EEYTGDDCQKTYQYVQCHYKQNPEKFFFP-------------- 143 
AmelOBP11  IG-----VEMIDSCS--NVDSSDKCEKSFMFMKCMYEVNPIAFIAP-------------- 143 
AmelOBP9   TK------KLFNKCK--SIQNEDPCEKAYQLVKCYVEFHPEVLQTVPFL----------- 132 
AmelOBP10  AE----VQKAISECK--GIAKGDNCEYAYRFNKCYAELSPRTYYLF-------------- 145 
AmelOBP1   AQ------SVMGKCL--PTSGSDNCNKIYNLAKCVQESAPDVWFVI-------------- 144 
AmelOBP4   FTED--VHEIIEQCVS-KAADEDECMVARKYIDCALEKMKFLDDELEKIAGN-------- 136 
AmelOBP3   LKDS--IRKIIRQCVD-NAKNEDKCLTAQKFSRCVIDYVKFHITQYMISNANSNTTSEEESSDNST 152 
AmelOBP12  EDLKTFFHKIALTCEDDVHRKFLHVNDECDVALSFKLCMLKAMRNYP------------- 150 
AmelOBP7   DV------KMLSECIN-ANKSTDKCENGLNFIICFSKLLSDMYEDTFEDTLKHKSYV--- 160 
AmelOBP2   ADDIQLVKGIANECIENAKGETDECNIGNKYTDCYIEKLFS------------------- 142 
 
 
 
 
Fig.8. Allineamento delle 21 sequenze di OBP in Apis mellifera. Le cisteine sono 
riportate in rosso, quelle conservate, costituenti il caratteristico motivo delle OBP 
sono anche evidenziate. Otto delle 21 sequenze mancano di due di queste cisteine. 
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Fig.9. Grafico delle relazioni di 
somiglianza fra le 21 OBP di Apis 
mellifera. Lesequenze indicate in blu si 
riferiscono alle OBP classiche, 
contenenti tutte le sei cisteine del motivo 
conservato, quelle indicate in rosso ne 
contengono solo quattro. 
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Insetti – Per il lavoro sperimentale sono state utilizzate le tre caste di  Apis mellifera, api 
regine, fuchi, e operaie distinte in neosfarfallate e adulte. Gli insetti sono stati congelati  e 
successivamente sono state campionate le diverse parti del corpo (antenne, ali, zampe, teste e 
bocche) per ottere degli estretti proteici,  conservati a – 20° C fino all’uso. 
 
Reattivi – Gli oligonucleotiti per le PCR sono stati sintetizzati presso la MWG (Monaco, 
Germania). Per la PCR e’ stata impiegata la Taq polimerasi Eurotaq (Pharmacia Biotech), il 
kit per la preparazione del cDNA era della Amersham Pharmacia Biotech e quelli per la 
purificazione del DNA della Promega. Gli altri prodotti chimici, compresi i ligandi utilizzati 
nei saggi di binding furono acquistati presso la Sigma-Aldrich ed erano “reagent grade”. 
 
Preparazione degli estratti – Campioni di antenne, ali, zampe e teste prive di bocche, sono 
stati omogeneizzati in un mortaio nel minimo volume di Tris-HCl, 50 mM, pH 7.4. Dopo 
centrifigazione a 10,000 rpm per 30 min, a 4°C, gli estratti sono stati utilizza direttamente per 
gli esperimenti di Western blot. 
 
Preparazione degli antisieri – Per la preparazione degli antisieri, conigli adulti sono stati 
iniettati sotto cute con circa 300 µg di proteina ricombinante, per tre volte a distanza di due 
settimane. La proteina e’ stata emulsionata con egual volume di adiuvante di Freund, 
completo per la prima iniezione, incompleto per le successive. I conigli sono stati dissanguati 
10 giorni dopo l’ultima iniezione ed il siero ottenuto e’ stato utilizzato senza ulteriore 
purificazione. I conigli sono stati tenuti in ampie gabbie individuali, a temperatura costante, e 
tutte le operazioni sono state effettuate secondo le linee guida dei protocolli etici, al fine di 
minimizzare dolori e sofferenze agli animali. 
 
Esperimenti di Western-blot – Dopo separazione elettroforetica in condizioni denaturanti, le 
proteine sono state elettrotrasferite su membrana di nitrocellulosa, secondo il metodo di  
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Kyhse-Andersen. La membrana e’ stata trattata con soluzione di latte in polvere allo 0.2%, 
0.05% in Tris 50 mM per una notte, quindi incubata con l’antisiero grezzo (diluizione 1:500 
in Tris) per due ore e successivamente con il secondo antisiero (preparato nella capra contro le 
IgG di coniglio) coniugato con la perossidasi (diluizione 1:1000). Le bande immunoreattive 
sono state evidenziate con trattamento con 4-cloro-1-naftolo ed acqua ossigenata. 
 
Estrazione dell’RNA e sintesi del cDNA – L’RNA totale e’ stato estratto utilizzando il 
reattivomale TRI® Reagent (Sigma), seguendo il protocollo del fornitore. Il cDNA e’ stato 
sintetizzato dall’RNA totale per trascrizione inversa, utilizzando 200 unita’ di SuperScriptTM 
III Reverse Transcriptase (Invitrogen) e 0.5 µg di oligo-dT in un volume totale di 50 µl total 
volume. La miscela di reazione e’ stata incubata a 50°C per 60 min ed il prodotto ottenuto e’ 
stato usato direttamente per le amplificazioni di PCR. 
 
Reazione a catena della polimerasi (PCR) – Aliquote di 1 µl di cDNA sono state amplificate 
in un termociclizzatore, Bio-Rad Gene CyclerTM, utilizzando 2.5 unità di DNA polimerasi 
Thermus aquaticus (Pharmacia Biotech), 1 mM di ciascun dNTP (Pharmacia Biotech), 1 µM 
di ciascun primer, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl2 e 0.1 mg/ml BSA in 10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 
contenente 0.1% v/v Triton X-100. 
I primer sono stati progettati su sequenze nucleotidiche individuate nella banca dati delle 
EST. Di seguito sono riportate le coppie di primer utilizzate, per l’espressione di ciascuna 
proteina: 
 
Primer fw Amel OBP2  5’-AACATATG ATA GAT CAA GAC ACC GTA -3’ 
Primer rv Amel OBP2  5’AAGAATTC TTA TTA CGA GAA CAG TTT CTC GAT-3’ 
  
Primer fw AmelOBP3      5’-AACATATG ATG GTT CGT TGT GAC GAT-3’ 
Primer rv Amel OBP3      5’-AAGAATTC TTA TCA AGT AGA GTT GTC GCT GCT-3’ 
 
Primer fw  AmelOBP4     5’-AACATATG GAC ACG GTA GCA ATT CTA-3’ 
Primer rv Amel OBP4      5’-AAGAATTC TTA TTA ATT TCC AGC AAT CTT TTC-3’ 
 
Primer fw  AmelOBP5     5’-AACATATG GTG AAA AGT ATG AGT GCC-3’ 
Primer rv Amel OBP5      5’-AAGAATTC TTA TCA CGG GAA GAA AAA CTT TTC-3’ 
 
Primer fw  AmelOBP8     5’-AACATATG AAA AAG ATG ACG ATC GAG-3’ 
Primer rv Amel OBP8      5’-AAGGATCC TTA TCA TGG CGC TAA ATA GAG CTC-3’ 
 
Primer fw  AmelOBP12   5’-AACATATG GGA GTT CAA AAT TTA CGT -3’ 
Primer rv Amel OBP12    5’-AAGAATTC TTA TCA GGG ATA ATT ACG CAT AGC-3’ 
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La reazione di PCR, dopo uno stadio di denaturazione a 95°c per 5 minuti, e’ stata effettuata 
secondo il seguente protocollo di temperaturure per 35 cicli: 95°C per 1 minuto, 50°C per 30 
secondi e  72°C per 1 minuto, seguito da uno stadio finale a 72°C per 7 minuti. 
 
Clonaggio e sequenziamento –  Il prodotto di PCR e’ stato successivamente inserito in un 
vettore pGEM (Promega), senza successive purificazioni, usando un rapporto molare 
plasmide: inserto di circa 1:5. La miscela di reazione e’ stata incubata per una notte a 4°C. In 
seguito  alla trasformazione delle cellule competenti XL-1 Blue di E. coli con il prodotto di 
reazione, le colonie positive sono state  individuate utilizzando i primer del plasmide SP6 e 
T7, e fatte crescere in mezzo LB/ampicillina. I plasmidi sono stati estratti e purificati con il kit 
GFX Micro Plasmid Prep (Amersham Pharmacia Biotech) e inviati alla MWG (Monaco, 
Germania), per il sequenziamento. I plasmidi purificati sono stati digeriti con Nde I e Eco  RI 
o Bam HI, a seconda dei siti di restrizione presenti sul primer. I frammenti ottenuti sono stati 
purificati da gel di agarosio all’1% e clonati nel vettore di espressione pET5b (Novagen).  
 
Produzione delle OBP ricombinanti – Per l’espressione delle proteine, cellule competenti 
BL21(DE3)pLysS di E.coli  sono state trasformate con i plasmidi pET-OBP1; pET-OBP3 e 
pET-OBP8. Le singole colonie sono state fatte crescere per  tutta la notte  in 10 ml di 
LB/ampicillina in agitazione a 37°C. 
Le colture cellulari sono state successivamente diluite 1: 100 in mezzo LB/ampicillina fresco 
e fatte crescere a 37°C fino ad un valore di densita’ ottica a 600 nm intorno a 0.6-0.8 AU. A 
questo stadio e’ stato aggiunto isopropil tio-β-D-galattopiranoside (IPTG) ad una 
concentrazione finale di 0.4 mM per indurre l’espressione delle proteine. Dopo 2 ore a 37°C 
le cellule sono state raccolte mediante centrifugzione, risospese in Tris-HCl, 50 mM, pH 7.4 e 
lisate mediante sonicazione. Le OBP ricombinanti, presenti interamente come corpi di 
inclusione, sono state estratte mediante trattamento del pellet ottenuto dopo la sonicazione, 
con urea 8 M, Tris-HCl 50 mM, NaCl 0.5 M, ditiotreitolo (DTT) 100 mM. Dopo diluizione 
con 10 volumi di urea 1 M, le soluzioni sono state dializzate per tre giorni in camera fredda 
con due cambi di tampone. 
 
Purificazione delle OBP ricombinati – Le proteine sono purificate mediante una prima 
cromatografia a scambio anionico su resina DE- 52, utilizzando un gradiente da 0-0.5 M di 
NaCl in Tris- HCl 50 mM, pH 7.4, seguita da gel filtrazione su Sephacryl-100. Ulteriore 
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purificazione, quando necessario, è stata ottenuta su colonna cromatografica a scambio 
anionico Mono-Q o Q-FF. Le frazioni di ciascuna cromatografia sono state analizzate per 
elettroforesi in condizioni denaturanti. Le concentrazione delle proteine purificate sono state 
calcolate dai valori di assorbimento a 280 nm. La stessa tecnica ha permesso di valutare 
eventuali contaminazioni da DNA in base ai valori di assorbimento a 260 nm. 
Le OBP ricombinanti sono state ottenute con ottime rese, in genere comprese fra 20 e 40 mg 
per litro di coltura. 
 
Misure di fluorescenza –  Gli spettri di emissione della fluorescenza sono stati misurati su 
Jasco FP-750 a 25°C, con cammino ottico di 1cm e fenditure di eccitazione e di emissione di 
5 nm. Le proteine sono dissolte in Tris-HCl, pH 7.4, 50 mM; mentre i ligandi sono aggiunti 
come soluzione 1mM in metanolo. 
 
Saggi di binding –  Per misurare l’affinità del ligando fluorescente 1- NPN verso le diverse 
proteine, è utilizzata una soluzione 2 µM della proteina in esame in Tris- HCl, 50 mM, pH 
7.4. Alla soluzione vengono aggiunte aliquote del ligando 1 mM, in metanolo concentrazioni 
finali di 2-16 µM. L’affinità per gli altri ligandi viene misurata con saggi di binding 
competitivi, utilizzando 1- NPN come sonda fluorescenza alla concentrazione 2 µM e ligandi 
competitivi alla concentrazione fra 2-16 µM. 
 
Analisi dei dati –  Per determinare la costante di binding, il valore di intensità corrispondenti 
al massimo della fluorescenza emessa sonostati riportati in funzione della concetrazione del 
ligando. Le curve sono state linearizzate utilizzando il grafico di Scatchard. Le costanti di 
dissociazione dei competitori sono state calcolate dai valori di IC50 (le concentrazioni di 
ligando che dimezzano il valore iniziale della fluorescenza), utilizzando l’equazione:  
KD = [IC50]/1+[1-NPN]/K1-NPN, dove [1-NPN] rappresenta la concentrazione di 1- NPN libera 
e K1-NPN la costate di dissociazione del complesso Proteina/1-NPN. 
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Scopo del lavoro  
 
Nello studio della comunicazione chimica negli insetti l’ape rappresenta uno dei modelli piu’ 
adatti ed interessanti per affrontare diverse problematiche dalla biochimica al comportamento. 
Infatti le api, essendo insetti sociali, hanno sviluppato un linguaggio di comunicazione 
chimica molto complesso, che e’ stato oggetto di molti studi. Sono note diverse sostanze 
chimiche con attivita’ feromonica e molti aspetti del comportamento sono stati studiati in 
maniera dettagliata. 
Recentemente e’ stato pubblicato il genoma dell’Apis mellifera che ha rivelato, fra l’altro un 
grande numero di geni (160-170) codificanti recettori olfattivi, molto superiore ai 60-70 dei 
ditteri (Drosophila, Anopheles, etc.).  
Lo studio della percezione olfattiva ed in genere della comunicazione chimica negli insetti 
spesso ha come scopo applicativo quello di limitare le popolazioni di specie dannose in 
agricoltura o vettori di malattie per l’uomo. Per l’ape, invece, lo scopo e’ quello di favorire le 
condizioni per uno sviluppo sano delle colonie e proteggere questi insetti utili da predatori, 
agenti inquinanti e malattie. E’ attuale il problema della riduzione di popolazioni di api, 
dovuto a cause non ancora del tutto chiarite, che ha destato molto allarme. Infatti, le api sono 
fra i piu’ importanti impollinatori e la loro presenza e’ essenziale per lo sviluppo di molte 
piante coltivate. 
La ricerca della presente tesi e’ stata focalizzata sulle OBP, proteine solubili della percezione 
olfattiva, che presentano minori difficolta’ allo studio biochimico rispetto ai recettori di 
membrana. D’altra parte, e’ stato di recente dimostrato come le OBP siano essenziali nella 
percezione e nel riconoscimento di odori e feromoni. Queste proteine, quindi, rappresentano 
validi target in uno studio fisiologico della percezione olfattiva. E’ stato quindi scelto di 
esprimere alcune OBP dell’ape e caratterizzarle in termini di espressione tissutale e 
temporale, nonche’ di specificita’ di legame verso odori e feromoni. 
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Scelta delle sequenze di OBP 
 
Come riportato nell’Introduzione, nell’ape sono state annotate e descritte 21 sequenze 
codificanti proteine simili alle OBP (Foret e Maleszka, 2006). Di queste solo 13 presentano il 
motivo conservato delle sei cisteine e sono quindi da considerare come OBP classiche.  
Abbiamo quindi focalizzato l’attenzione sulle OBP classiche e ne abbiamo scelte alcune da 
esprimere in batteri per una cartterizzazione funzionale. 
Le sequenze studiate in questo lavoro di tesi sono state quindi le OBP 2, 3, 4, 5, 8 e 12. 
 
 
Espressione batterica delle OBP 
 
Per la produzione batterica delle OBP, le sequenze geniche codificanti le proteine mature 
sono state amplificate, utilizzando primer specifici ad ambedue le estemita’. Il primer forward 
recava la sequenza codificante i primi sei amminoacidi, preceduta da un sito di restrizione 
Nde I, che allo stesso tempo forniva il codone ATG per la metionina iniziale. Il primer 
reverse recava la sequenza codificante gli ultimi sei residui, seguita da un codone di stop e da 
un sito di restrizione Eco RI. In tal modo, la proteina sintetizzata differiva da quella nativa per 
la sola aggiunta di una metionina iniziale. Il prodotto di PCR poi e’ stato inserito in un vettore 
pGEM e da questo sub-clonato in un vettore di espressione pET-5b. Con questo vettore, 
contenente il gene della OBP, sono state trasformate cellule di E. coli BL-21 pLys e cresciute 
in mezzo LB. L’induzione delle colture e’ stata effettuata per aggiunta di IPTG quando la 
densita’ ottica a 600 nm aveva raggiunto i valori di 0.6-0.8. Dopo due ore di incubazione, le 
cellule sono state raccolte per la purificazione delle proteine. 
La figura 10 riporta l’analisi elettroforetica in condizioni denaturani (SDS-PAGE) dei pellet 
grezzi di cellule che esprimevano le OBP di ape. 
 
Le OBP 2, 4 e 5 migrano con pesi molecolari appareni molto simili a queli calcolati, mentre le 
altre OBP si comportano in maniera leggermente anomala. Nella tabella I vengono confrontati 
i pesi molecolari calcolati con quelli valutati in SDS-PAGE per le 6 OBP espresse. La stessa 
tabella riporta anche i punti isoelettrici calcolati per le stesse proteine. 
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Proteina P.M. 
calcolato 
P.M. 
apparente pI 
OBP-2 13,832 14 k 4.4 
OBP-3 15,824 18 k 4.6 
OBP-4 13,388 14 k 4.4 
OBP-5 14,683 14.5 k 5.6 
OBP-8 14,458 17 k 8.2 
OBP-12 15,830 14 k 5.7 
 
Tutte le sei OBP di ape espresse in batteri sono risultate insolubili e presenti in corpi di 
inclusione. Di conseguenza, e’ stato necessario sottoporre i pellet ottenuti dopo sonicazione 
dei batteri ad un trattamento denaturante di solubilizzazione con urea e DTT.  
Le OBP sono poi state rinaturate per dialisi prolungata contro tampone Tris e ricostituzione 
dei ponti disolfuro per ossidazione spontanea indotta dall’ossigeno atmosferico. Questo 
Fig.10. Analisi elettroforetica in condizioni denaturanti (SDS-PAGE) dei pellet 
batterici grezzi ottenuti prima e dopo l’induzione con IPTG. I marker di peso 
molecolare sono, dall’alto: BSA (66k), ovalbumina (45k), anidrasi carbonica 
(29k), inibitore della tripsina (20k) e lattalbumina (14k). 
Tabella I. Pesi molecolari calcolati e osservati in SDS-PAGE e punti 
isoelettrici delle sei OBP di ape espresse. 
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protocollo era gia’ stato applicato con successo a diverse OBP di insetti, che generalmente 
vengono espresse in forma insolubile. 
 
 
Purificazione delle OBP ricombinanti 
 
Le OBP cosi’ solubilizzate sono state purificate mediante passaggi cromatografici su resine a 
scambio anionico, seguite, dove necessario, da una separazione finale per gel filtrazione. Le 
frazioni ottenute da ciascuna cromatografia sono state analizzate per elettroforesi in 
condizioni denaturanti (SDS-PAGE). 
A titolo di esempio, vengono di seguito riportati alcuni passaggi nella purificazione delle 
OBP2 ed OBP5 (figure 11 e 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.11. Purificazione della OBP2 di Apis mellifera. La proteina grezza solubilizzata e 
rinaturata e’ stata separata per cromatografia a scambio anionico su resina DE-52. Le 
frazioni 36-39, poi, sono state ulteriormante puficate su Mono-Q, fornendo la proteina 
elettroforeticamente pura. I marker di peso molecolare sono, dall’alto: BSA (66k), 
ovalbumina (45k), anidrasi carbonica (29k), inibitore della tripsina (20k) e lattalbumina 
(14k). 
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e OBP purificate sono state poi utilizzate per la produzione di anticorpi policlonali ed in saggi 
di binding. 
 
 
Preparazione di anticorpi e Western-blot  
 
Anticorpi policlonali sono stati preparati in conigli secondo il protocollo riportato nel capitolo 
dei Materiali e Metodi.  
Per i saggi di Western-blot, estratti grezzi delle diverse parti del corpo sono stati separati su 
gel di poliacrilammide in condizioni denaturanti (SDS-PAGE). Le proteine sono state quindi 
trasferite su membrana di nitrocellulosa e la membrana e’ stata trattata con l’antisiero grezzo, 
poi con il secondo antisiero ed infine sviluppata, secondo il protocollo descritto nel capitolo 
dei Materiali e Metodi.  
La figura 13 riporta i saggi di Western blot effettuati sugli estratti di antenne e teste delle 
diverse caste,mentre la figura 14 riporta quelli di ali e zampe. In ambedue i casi sono stati 
utilizzati antisieri contro le OBP 2, 3 e 4.  
 
 
 
Fig.12. Purificazione della OBP5 di Apis mellifera. La proteina grezza solubilizzata e 
rinaturata e’ stata separata per cromatografia a scambio anionico su resina DE-52. Le frazioni 
36-42, poi, sono state sottoposte ad altri passaggi cromatografici, l’ultimo dei quali (su Mono-
Q) viene riportato. G indica il campione grezzo prima della relativa purificazione. Anche in 
questo caso, al termine dei passaggi cromatografici la proteina e’ risultata elettroforeticamente 
pura. I marker di peso molecolare sono, dall’alto: BSA (66k), ovalbumina (45k), anidrasi 
carbonica (29k), inibitore della tripsina (20k) e lattalbumina (14k). 
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Si puo’ notare come la OBP2 è espressa esclusivamente nelle antenne, mentre la OBP4 e’ 
presente sia nelle antenne che nelle zampe. Ambedue le proteine sono espresse in quantita’ 
comparabili nelle diverse caste. Per quanto riguarda la OBP3, si osserva una debole 
espressione nelle teste delle regine e delle operaie, ma non nelle antenne, suggerendo che 
questa proteina possa essere localizzata in alti organi della testa.  
 
Infine, si puo’ osservare che la OBP4 e’ presente in tre bande immunoreattive. Questo fatto 
potrebbe indicare la presenza modifiche post-traduzionali su questa proteina,ma sono 
necessarie ulteriori prove a supporto di tale ipotesi.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 13: Separazione su gel di poliacrilammide e saggi di Western blot effettuati su estratti grezzi di 
teste e antenne delle diverse caste di Apis mellifera. T: teste (senza antenne ed apparati boccali), A: 
antenne; r: regine,  m: maschi, n: femmine neosfarfallate, o: operaie. In alto a sinistra e’ riportato il 
gel di confronto colorato con blu Coomassie, gli altri tre pannelli riportano le membrane di Western-
blot trattate con gli anticorpi contro le OBP indicate nel pannello stesso. I marker di peso molecolare 
(M) sono, dall’alto: BSA (66k), ovalbumina (45k), anidrasi carbonica (29k), inibitore della tripsina 
(20k) e lattalbumina (14k). P indica un campione della OBP di controllo. 
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Saggi di binding 
 
Come parte del programma mirato a definire la specificita’ di legame delle OBP di ape, la 
OBP2 e’ stata impiegata in saggi di binding con una serie di composti chimici di varie 
dimensioni e forma e recanti diversi gruppi funzionali. 
Innanzitutto e’ stata effettuata una curva di binding, utilizzando il ligando fluorescente N-
fenil-1-naftilammina (1-NPN). Questo composto, se eccitato a 337 nm, produce una banda di 
emissione di bassa intensita’ con un massimo intorno a 470-480 nm. In presenza di una 
proteina legante, il massimo di emissione si sposta verso i 406-410 nm e l’intensita’ della 
banda aumenta notevolmente. E’ stata quindi effettuata una titolazione della OBP2 con la 
sonda 1-NPN, registrando l’intensita’ della banda a 408 nm, come misura del sonda 
fluorescente legata alla proteina. I dati sono stati poi riportati in un grafico, che ha fornito un 
Fig. 14. Separazione su gel di poliacrilammide e saggi di Western blot effettuati su estratti 
grezzi di ali e zampe delle diverse caste di Apis mellifera. W: ali, Z: zampe; r: regine,  m: 
maschi, n: femmine neosfarfallate, o: operaie. In alto a sinistra e’ riportato il gel di confronto 
colorato con blu Coomassie, gli altri tre pannelli riportano le membrane di Western-blot trattate 
con gli anticorpi contro le OBP indicate nel pannello stesso. I marker di peso molecolare (M) 
sono, dall’alto: BSA (66k), ovalbumina (45k), anidrasi carbonica (29k), inibitore della tripsina 
(20k) e lattalbumina (14k). P indica un campione della OBP di controllo. 
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ramo di iperbole. Gli stessi dati, linearizzati nel grafico di Scatchard, hanno permesso di 
valutare la costante di dissociazione del complesso OBP2/1-NPN in 5.7 µM. La figura 15 
riporta le curve appena descritte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mantenendo costante sia la concentrazione della proteina che quella della sonda (ambedue al 
valore di 2 mM), sono state effettuate titolazioni con quantita’ crescenti di composti chimici 
puri in grado di sostituire la sonda fluorescente nella tasca di legame. Sono state cosi’ ottenute 
delle curve dove l’intensita’ della fluorescenza e’ stata riportata in funzione della 
concentrazione del ligando. E’ evidente che maggiore e’ la perdita di fluorescenza, piu’ forte 
e’ il legame con la proteina. Questi risultati sono riportati nella figura 16. 
 
 
 
 
 
Fig.15: Nel grafico in alto è riportata la 
curva di emissione della sonda 
fluorescente1-NPN eccitata a 337 nm in 
assenza  (blue) ed in presenza di una 
proteina legante (in rosso). produce un 
picco di emisione a 470-480 nm. La 
presenza della proteina produce uno 
spostameno del massimo di emissione 
verso il blu ed un aumento notevole 
dell’intensita’. 
Nel grafico in basso viene riportata 
l’intensità della fluorescenza della sonda 
legata alla OBP2 di ape come funzione 
della concentrazione totale di 1-NPN. Il 
relativo grafico di Scatchard (inserto) ha 
permesso di valutare  la costante di 
dissociazione in 5.7 µM.   
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Fig. 16. Binding competitivi della OBP2 con vari ligandi. La proteina, alla 
concentrazione di 2 µM e’ stata incubata con la sonda fluorescente 1-NPN alla stessa 
concentrazione, quindi la miscela e’ stata titolata con ciascun ligando a concentrazioni 
finali da 2 a 16 µM. I valori di intensita’ di fluorescenza sono riportati come 
percentuale delle intensita’ iniziali.  
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Dai risultati delle prove di binding si puo’ fare le seguenti osservazioni. 
Un primo gruppo di potenziali ligandi e’ rappresentato da una serie omologa di benzoati, 
dall’etile all’ottile. In questa serie la lunghezza della catena alchilica gioca un ruolo 
fondamantale: infatti, mentre il derivato etilico praticamente non lega la OBP, il propile ed 
ancor piu’ il butile e l’esil derivato mostrano buona attivita’ legante. Un ulteriore incremento 
della lunghezza della catena di atomi di carbonio (ottil benzoato) fa perdere di nuovo attivita’ 
alla molecola. Stranamente, l’aggiunta di due metili come catene laterali sul radicale ottilico 
produce una molecola molto affine per la proteina, che risulta anche la piu’ attiva di questa 
serie. Il fenomeno, apparenemente contraddittorio, per cui l’ottil benzoato non lega la OBP, 
mentre il dimetilottil derivato risulta essere il miglior ligando, potrebbe essere spiegato 
supponendo che la catena dell’ottile presenterebbe una struttura ripiegata sulla parte centrale 
della molecola, mentre la presenza dei due metili costringerebbe la catena stessa in una 
conformazione piu’ distesa. 
La seconda serie di composti saggiati comprende strutture molecolare di diversa natura, come 
primo approccio alla definizione di relazioni fra stuttura chimica e proprieta’ leganti. I 
migliori ligandi di questo gruppo sono risultati la α-amilcinnamaldeide ed il p-tert-
butilbenzofenone, due molecole apparenetemente molto diverse, ma piuttosto simili 
nell’ingombro e nella forma. Infatti, entrambe contengono un gruppo carbonilico e zone 
idrofobiche e molto ingombanti da ambedue i lati; in pratica, il gruppo pentile nell’aldeide 
potrebbe riprodurre l’ingombro del p-tert-butilfenile nel chetone. Infine, l’importanza del 
gruppo carbonilico e’ chiaramente illustrata dal comportamento dell’alcool α-amilcinnamico, 
che non mostra alcuna affinita’ verso la proteina. Quindi, la sostituzione del gruppo aldeidico 
con un gruppo alcoolico e’ sufficiente per trasformare il miglior ligando di questa serie in una 
molecola completamente inattiva. 
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I recenti dati sull’essenzialita’ delle OBP nella percezione olfattiva hanno focalizzato 
l’interesse della ricerca biochimica su queste proteine. Infatti, e’ importante capire quale sia il 
loro ruolo non solo nella percezione degli odori, ma anche nella discriminazione dei diversi 
stimoli olfattivi, al fine di poter mettere a punto strategie mirate per interferire con la 
comunicazione chimica negli insetti. 
L’ape (Apis mellifera) rappresenta un modello ideale per questo studio, in quanto si tratta di 
una specie sociale, quindi con una comunicazione chimica molto complessa, studiata da lungo 
tempo, della qule sono noti diversi feromoni. Inoltre, la recente disponibilita’ del genoma 
permette di conoscere quante e quali siano le proteine convolte nel loro linguaggio chimico. 
Per quanto riguarda le OBP, e’ interessante il fatto che queste rappresentino un numero 
ridotto, quindi accessibile ad uno studio biochimico completo. Si tratta in toatale di 21 
sequenze, delle quali solo 13 appartengono alle OBP classiche, cioe’presentano il motivo 
conservato delle sei cisteine. Nel quadro di uno studio di caratterizzazione di tutte le OBP di 
questa specie, il presente lavoro di tesi ha fornito un contributo con l’espressione di sei OBP e 
la caratterizzazione di alcune di queste. 
Le OBP sono state espresse e purificate seguendo protocolli classici, gia’ applicati ad altre 
proteine della stessa famiglia. Gli anticorpi policlonali, preparati nel coniglio, hanno permesso 
di iniziare una indagine sulla espressione delle OBP nelle parti del corpo delle diverse caste. I 
dati finora ottenuti hanno mostrato una specificita’ della OBP2 nelle antenne di tutte le caste, 
mentre per le altre OBP esaminate, sono stati osservati pattern di espressione diversi. Uno 
studio di questo tipo era gia’ stato effettuato per quanto riguarda la presenza degli RNA 
codificanti le OBP, ma non permette di evidenziare chiaramente quali sono le proteine 
realmente espresse.  
Un altro aspetto della tesi ha riguardato la caratterizzazione delle OBP in termini di capacita’ 
e specificita’ di legame verso potenziali semiochimici. I dati riportati in questa tesi riguardano 
la OBP2, la quale ha mostrato una alta specificita’ verso una delle molecole saggiate, il 3,7-
dimetilottil benzoato, che risulta legarsi in maniera molto piu’ forte di sostanze con struttura 
analoga, come l’ottil benzoato. Informazioni di questo tipo possono suggerire strutture di 
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composti naturali che costituiscano i ligandi fisiologici di questa e di altre OBP. Il lavoro 
iniziato con questa tesi prevede in futuro la completa caratterizzazione di tutte le 13 OBP 
classiche di Apis mellifera, mediante la localizzazione tissutale non solo nelle api adulte, ma 
anche nelle larve di tutte le caste ad ogni stadio di sviluppo e nelle pupe.  
 
Una volta completato, questo studio sull’ape, presa come insetto modello, potra’ chiarire 
alcuni meccanismi della percezione olfattiva in altri insetti dannosi in agricoltura o portatori 
di malattie per l’uomo e suggerire strategie alternative nella lotta a queste specie, che siano 
alternative all’uso degli insetticidi. Anche per quanto riguarda l’ape, pero’, uno dei pochi 
insetti utili, la conoscenza del linguaggio olfattivo e dei meccanismi della chemiorecezione 
risultera’ senz’altro utile nella comprensione degli aspetti fisiologici di questo insetto e nella 
sua protezione da parassii, predatori e malattie. 
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